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摘 要 目的：优化紫苏叶总三萜的超声提取工艺，并考察其对10种常见致病菌的抑菌作用。方法：以紫苏叶总三萜提取量为响

应值，以料液比、乙醇体积分数、超声时间、超声温度为响应因子，在单因素试验的基础上，采用响应面法优化紫苏叶总三萜的超声

提取工艺；采用微量二倍稀释法测定紫苏叶总三萜对10种常见致病菌的最低抑菌浓度（MIC）和最低杀菌浓度（MBC），以考察其

抑菌作用。结果：优化的紫苏叶总三萜超声提取工艺为料液比1 ∶ 30[m（g）/V（mL）]，乙醇体积分数85％，超声时间65 min，超声温

度75 ℃。在此条件下的紫苏叶总三萜提取量为37.90 mg/g，与预测值（38.40 mg/g）的相对误差为1.30％，实测值与预测值一致性

良好。抑菌作用考察结果表明，紫苏叶总三萜对10种常见致病菌的MIC范围为0.48～15.50 mg/mL，MBC≥0.97 mg/mL，整体抑

菌作用较强，尤其对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌的抑菌作用最强。结论：优化所得紫苏叶总三萜的超声提取工艺

稳定、可行；紫苏叶总三萜具有较强的广谱抗菌作用，且对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌的抗菌作用相当。

关键词 紫苏叶；总三萜；超声提取工艺；响应面法；致病菌；抑菌作用；微量二倍稀释法
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frutescens and Study on Its Antibacterial Activities against 10 Kinds of Common Pathogens

WEI Lei1，LI Xiao1，WANG Xuefang1，JING Bingnian1，CHEN Fei1，CUI Wei1，GUO Wei1，DU Mei2，WANG Wei1

（1. Biological Development Center，Henan Academy of Sciences，Zhengzhou 450002，China；2. Zhengzhou

Autobio Diagnostics Company Limited，Zhengzhou 450016，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the ultrasonic extraction technology of total triterpenoids from the leaves of Perilla

frutescens （TPL） and investigate its antibacterial activities against 10 kinds of common pathogens. METHODS：Using the

extraction amount of triterpenoids as response value，the ultrasonic extraction technology of TPL was optimized by response surface

methodology on the basis of single factor test with solid-to-liquid ratio，ethanol volume fraction，ultrasonic time and temperature as

factors. The MIC and MBC of TPL on 10 kinds of common pathogens were detected by double broth dilution method，so as to

investigate antibacterial activities. RESULTS：The optimal ultrasonic extraction technology of TPL included solid-to-liquid ratio of

1 ∶ 30 [m（g）/V（mL）]，ethanol volume fraction of 85 ％，ultrasonic time of 65 min and ultrasonic temperature of 75 ℃. Under these

conditions，the amount of triterpenoids was 37.90 mg/g，relative error of which to predicted value （38.40 mg/g） was 1.30％ .

Measured value agreed well with predicted value. Results of antibacterial activities study showed that MIC were in the range of

0.48-15.50 mg/mL，and MBC≥0.97 mg/mL. TPL showed significant antibacterial activities， especially to Escherichia coli，

Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. CONCLUSIONS：Optimized ultrasonic extraction technology of TPL is stable

and feasible. TPL extracted has strong broad-spectrum antibacterial effect and shows similar antibacterial effecton E.coli，S. anreus

and P. aeruginosa.

KEYWORDS Perilla frutescens；Total triterpenoids；Ultrasonic extraction technology；Response surface methodology；Pathogens；

Antibacterial activities；Double broth dilution method

紫苏[Perilla frutescens（L.）Britt.]为唇形科一年生

草本植物，药食两用，具有解表散寒、下气消痰、润肺宽

肠之功效[1]，富含色素类、萜类、黄酮类、酚类等多种活性

成分[2]。植物中所含三萜类化合物因具有抗菌、抗病毒、

抗癌、抗炎、降血糖、调控免疫等多种药理活性且毒性较

低而受到广泛关注[3-7]。紫苏叶是紫苏的主要药用部位

之一，而目前针对紫苏叶总三萜的含量、提取工艺及药

理活性等方面的研究尚未见报道。

提取是分离和纯化生物活性物质最初始且重要的

一步，多种因素（如温度、时间、料液比等）会影响提取效

率和产量[8]，因此优化提取工艺对实现最大程度地提取
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生物活性物质十分重要。超声提取技术具有提取效率

高、耗能低、不破坏活性物质等优点 [9]。响应面法可以

对多种工艺参数及其相互作用的有效性进行分析[10]，近

年来在优化黄酮类[11]、多酚类[12]等生物活性物质的超声

提取工艺中得到广泛应用。鉴于此，本研究采用响应面

法对紫苏叶总三萜的超声提取工艺进行了优化，并考察

了提取所得的紫苏叶总三萜对 10种常见致病菌的抑菌

作用，旨在为紫苏叶总三萜的进一步研究提供参考。

1 材料
1.1 仪器

TU-1810型紫外分光光度计（北京普析通用仪器有

限责任公司）；YJ-VS-2型超净工作台（无锡一净净化设

备有限公司）；SYQ-DSX-280B 型手提式压力蒸汽灭菌

锅（上海申安医疗器械厂）；wi93008型麦氏比浊仪[东西

仪（北京）科技有限公司]；DHP-9082型电热恒温培养箱

（上海红华仪器有限公司）；KQ-500E 型超声波清洗仪

（昆山市超声仪器有限公司）；XMTD-7000型恒温水浴

锅（北京市永光明医疗仪器厂）；ME-204型电子分析天

平（瑞士梅特勒-托利多公司）。

1.2 菌种与试剂

大肠杆菌（ATCC 25922）、金黄色葡萄球菌（ATCC

29213）、化脓性链球菌（ATCC 19615）、鼠伤寒沙门氏菌

（ATCC 13311）、肺炎链球菌（ATCC 49619）、铜绿假单胞

菌（ATCC 27853）、肺炎克雷伯菌（ATCC 700603）均购自

南京便诊生物科技有限公司；粪肠球菌、嗜麦芽窄食单

胞菌、都柏林沙门氏菌均为河南省科学院天然产物重点

实验室保存的临床分离菌种；胰蛋白胨（上海宝录生物

科技有限公司，批号：1205026）；牛肉浸膏（北京双旋微

生物培养基制品厂，批号：000606）；琼脂粉（北京索莱宝

科技有限公司，批号：1108S0312）；D101大孔吸附树脂

（天津市光复精细化工研究所，批号：20171119）；微量最

低抑菌浓度（MIC）测定板（美国 Corning 公司，批号：

07816604）；氯化钠（天津市恒兴化学试剂制造有限公

司，批号：20170810）；齐墩果酸标准品（成都普菲德生物

技术有限公司，批号：121213，纯度：≥98％）；无水乙醇、

香草醛、冰醋酸、高氯酸均为分析纯（北京化工厂），水为

蒸馏水。

1.3 药材

紫苏叶样品于 2017年 5月购于河南省郑州市中草

药批发市场，经河南中医药大学陈随清教授鉴定为唇形

科植物紫苏[Perilla frutescens（L.）Britt.]的干燥叶（或带

嫩枝）。

2 方法与结果
2.1 含量测定

采用紫外分光光度法[13]。

2.1.1 线性关系考察 以甲醇为溶剂制备0.4 mg/mL齐墩

果酸标准品溶液，准确吸取 0、0.10、0.20、0.30、0.40、0.50

mL，分别置于10 mL量瓶中，水浴挥尽溶剂后，加入新鲜

配制的 5％香草醛-冰醋酸溶液 0.4 mL和高氯酸 1 mL，

摇匀，置于 60 ℃水浴中加热 30 min，取出冷却至室温，

加冰醋酸定容至 10 mL，摇匀，于 550 nm波长处测定吸
光度。以齐墩果酸检测质量浓度（x，mg/mL）为横坐标、

吸光度（y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程为 y＝

28.175x－0.007 3（r＝0.999 2）。结果表明，齐墩果酸质
量浓度的线性范围为0～0.02 mg/mL。

2.1.2 方法学考察 紫苏叶样品干燥后粉碎，过 60目
筛，精密称定1.00 g，置于100 mL锥形瓶中，加入60％乙
醇溶液20 mL，50 ℃下超声（功率：500 W，频率：40 kHz，

下同）提取 40 min，合并滤液，浓缩并定容至 10 mL量瓶
中，作为供试品溶液。（1）精密度试验：取同一齐墩果酸
标准品溶液 0.10 mL，按“2.1.1”项下“置于 10 mL 量瓶
中……摇匀”操作，于 550 nm波长处连续测定 6次吸光
度，结果 RSD 为 1.73％（n＝6），表明仪器精密度良好。

（2）稳定性试验：取上述供试品溶液 7份，分别于室温下
放置 0、30、60、90、120、150、180 min后于 550 nm波长处
测定吸光度，结果RSD为 0.83％（n＝7），表明供试品溶
液在室温下放置 180 min 内稳定性良好。（3）重复性试
验：取上述供试品溶液 6份，分别于 550 nm波长处测定
吸光度，结果RSD为 1.30％（n＝6），表明本方法重复性
良好。（4）加样回收率试验：取上述供试品溶液适量，共6

份，分别加入一定量的齐墩果酸标准品溶液，于 550 nm

波长处测定吸光度并计算加样回收率，结果加样回收率
为 97.67％～101.21％（RSD＝1.18％，n＝6）。以上方法
学验证结果显示，本方法稳定、可靠，可用于紫苏叶总三
萜的含量测定。

2.1.3 紫苏叶总三萜含量的测定 精密称定紫苏叶样
品粉末 1.00 g，置于 100 mL锥形瓶中，按一定料液比加
入一定体积分数的乙醇溶液，在一定温度下超声提取一
定时间，滤过后按上述条件重复提取 2次，合并滤液，浓
缩并以一定体积分数的乙醇溶液定容至 10 mL，于 550

nm波长处测定吸光度，根据回归方程计算总三萜的含
量。总三萜提取量＝总三萜质量浓度×提取液体积×稀
释倍数/紫苏叶样品质量。

2.2 单因素试验

2.2.1 料液比对紫苏叶总三萜提取量的影响 精密称
定紫苏叶样品粉末 1.00 g，按“2.1.3”项下方法，在
60％乙醇溶液、超声时间50 min、超声温度50 ℃条件下，

考察不同料液比[1 ∶ 10、1 ∶ 15、1 ∶ 20、1 ∶ 25、1 ∶ 30、1 ∶ 35，
m（g）/V（mL）]对紫苏叶总三萜提取量的影响，结果见图
1A。结果显示，随料液比的增大，紫苏叶总三萜的提取
量逐渐增加，当料液比为1 ∶30时，提取量不再增加，故为
节省试剂选择料液比为1 ∶30。
2.2.2 乙醇体积分数对紫苏叶总三萜提取量的影
响 精密称定紫苏叶样品粉末 1.00 g，按“2.1.3”项下方
法，在料液比 1 ∶ 30、超声时间 50 min、超声温度 50 ℃条
件下，考察不同乙醇体积分数（20％、40％、60％、80％、

100％）对紫苏叶总三萜提取量的影响，结果见图1B。结
果显示，随乙醇体积分数的增大，紫苏叶总三萜的提取

量逐渐增加，当乙醇体积分数为80％时，提取量最高；而
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图1 各因素对紫苏叶总三萜提取量影响的单因素试验
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Fig 1 Single factor test results of the effects of each

factor on extraction amount of the yield of TPL
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当乙醇体积分数达100％时，提取量有所降低，这可能是

因为紫苏叶中三萜类化合物的极性与 80％乙醇溶液最

接近，故选择乙醇体积分数为80％。

2.2.3 超声时间对紫苏叶总三萜提取量的影响 精密

称定紫苏叶样品粉末1.00 g，按“2.1.3”项下方法，在料液

比 1 ∶ 30、80％乙醇溶液、超声温度 50 ℃条件下，考察不

同超声时间（20、40、60、80、100 min）对紫苏叶总三萜提

取量的影响，结果见图1C。结果显示，随超声时间的延

长，紫苏叶总三萜的提取量缓慢增加，当超声时间为 60

min时，提取量最高；之后又逐渐降低，这可能是因为超

声时间过长会使紫苏叶中三萜类化合物部分发生转化

反应，故选择超声时间为60 min。

2.2.4 超声温度对紫苏叶总三萜提取量的影响 精密

称定紫苏叶样品粉末1.00 g，按“2.1.3”项下方法，在料液

比1 ∶30、80％乙醇溶液、超声时间60 min条件下，考察不

同超声温度（40、50、60、70、80 ℃）对紫苏叶总三萜提取

量的影响，结果见图 1D。结果显示，随超声温度的升

高，紫苏叶总三萜的提取量缓慢上升，当超声温度为

70 ℃时，提取量最高；之后又逐渐降低，这可能是因为超

声温度过高会影响紫苏叶中三萜类化合物的稳定性，故

选择超声温度为70 ℃。

2.3 响应面法优化紫苏叶总三萜的超声提取工艺

2.3.1 响应模型的建立与分析 在单因素试验基础上，

采用Box-Behnken响应面试验设计，以A（料液比）、B（乙

醇体积分数）、C（超声时间）、D（超声温度）这4个因素为

响应因子，以紫苏叶总三萜提取量为响应值，采用4因素

3水平共29组试验对提取工艺进行优化[14]。因素与水平

见表1，试验方案与结果见表2。

采用 Design-Expert 8.0.6软件对表 2的试验数据进

行二次多项式回归拟合，得紫苏叶总三萜提取量（Y）对

A、B、C、D 的数学回归模型为：Y＝37.504 0+1.675 0A+

1.366 7B+0.031 666 7C+1.643 3D+1.275 0AB+1.425 0BC+

0.965 0BD －5.451 2A2 － 5.166 2B2 － 0.853 67C2 －

1.468 7D2[决定系数（R2）＝0.953 6，调整决定系统（Radj
2）＝

0.927 8，预测决定系统（PredR2）＝0.868 6]。对该模型进行

方差分析，结果见表 3（表中，＊表示P＜0.05，＊＊表示

P＜0.01）。

表3 方差分析结果

Tab 3 Analysis results of variance

误差来源
A
B
D
AB
BC
BD
A2

B2

C2

D2

模型
残差
失拟
净误差
总和

自由度
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

10
18
14

4
28

离均差平方和
0.340
0.220
0.320
0.065
0.081
0.037
1.930
1.730
0.047
0.140
4.190
0.200
0.160
0.044
4.390

均方差
0.340
0.220
0.320
0.065
0.081
0.037
1.930
1.730
0.047
0.140
0.420
0.011
0.011
0.011

F
029.70
019.77
028.59
005.74
007.17
003.29
170.04
152.73
004.17
012.34
037.01

001.02

P
＜0.000 1

0.000 3
＜0.000 1

0.027 7
0.015 4
0.086 6

＜0.000 1
＜0.000 1

0.056 1
0.002 5

＜0.000 1

0.548 4

显著性
＊＊
＊＊
＊＊
＊
＊

＊＊
＊＊

＊＊
＊＊

表2 试验方案与结果

Tab 2 Plans and results
试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

A
0
0
1
1
0
0
0
0

－1
0
1
1
0
0
0
0
0

－1
－1

0
0
0
1
1

－1
1

－1
0
0

B
0

－1
0
1

－1
0
0

－1
0
1
0
0
1
0
0
0
1
0
0
0

－1
0
0

－1
0

－1
－1

1
0

C
0

－1
0
0
1
1
0
0

－1
0

－1
0
1
0
0
0

－1
0
0
1
0

－1
1
0
1
0
0
0

－1

D
0
0

－1
0
0
1
0
1
0
1
0
1
0
0
0
0
0
1

－1
－1
－1
－1

0
0
0
0
0

－1
1

紫苏叶总三萜提取量，mg/g
36.12
31.27
29.78
25.86
29.70
36.27
38.21
31.00
28.78
35.93
34.61
34.03
34.14
38.30
38.28
36.61
30.01
29.56
28.15
32.46
28.71
34.53
33.21
24.80
30.14
30.96
24.80
29.78
36.34

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

－1
－0
－1

因素
A，g/mL

1 ∶25
1 ∶30
1 ∶35

B，％
60
80

100

C，min
40
60
80

D，℃
60
70
80

··2195



中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m

China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 16 中国药房 2018年第29卷第16期

由表3可知，本试验所建模型的P＜0.000 1，表明该

模型具有显著性；同时，模型失拟项的P＝0.548 4＞0.05，

不具有显著性，说明模型与实际情况吻合较好，试验误

差较小。方差分析结果得出，R2和Radj
2分别为0.953 6和

0.927 8，说明该模型拟合度良好；Pred R2为 0.868 6，说明

该模型预测性能良好。

方差分析结果表明，模型中 A、B、D、A2、B2、D2对响

应值影响有显著性差异，即各因素对提取量影响大小顺

序为A＞D＞B＞C。AB、BC交互作用显著，说明不同提

取条件与紫苏叶总三萜提取量并非简单的线性关系。

2.3.2 各因素交互作用分析 响应面等高线的形状可

反映交互效应的强弱，圆形表示两因素交互作用不显

著，椭圆形表示两因素交互作用显著。从响应面等高线

图的分布规律和间隔距离可以看出因素间交互作用的

强弱和因素对响应值的影响程度 [15]。为确定 A（料液

比）、B（乙醇体积分数）、C（超声时间）、D（超声温度）两

两交互作用对紫苏叶总三萜提取量的影响，采用 De-

sign-Expert 8.0.6软件绘制响应面和等高线图，详见图

2。由图 2可知，因素A与B的等高线呈椭圆形，提示二

者交互作用最为显著；因素B与C的交互作用次之；因素

B与D的等高线近似圆形，提示二者交互作用不显著。

2.3.3 最优提取工艺的确定及验证试验 采用 De-

sign-Expert 8.0.6软件对所建模型进行参数最优分析，得

到紫苏叶总三萜的最优提取工艺条件为：料液比1 ∶ 30.9，

乙醇体积分数 84.8％，超声时间 64.4 min，超声温度

76.4 ℃。为适合实际操作，调整后的最优提取工艺条件

为：料液比 1 ∶ 30，乙醇体积分数 85％，超声时间 65 min，

超声温度75 ℃。在此条件下进行验证试验，平行操作5

次，得紫苏叶总三萜的平均提取量为37.90 mg/g，达到预

测提取量（38.40 mg/g）的 98.70％，相对误差为 1.30％。

提示采用响应面法优化所得的紫苏叶总三萜的超声提

取工艺稳定、可行。

2.4 抑菌作用研究

2.4.1 紫苏叶总三萜的制备 D101大孔吸附树脂经乙

醇和蒸馏水预处理后，湿法装柱，平衡后上样（紫苏叶

醇提物），分别用蒸馏水和 30％、50％、85％乙醇溶液依

次洗脱，收集 85％乙醇溶液洗脱液，浓缩，冻干，制备紫

苏叶总三萜，称定质量，加入乙醇-水（1 ∶ 1，V/V）定容至

10 mL 量瓶中，得质量浓度为 31 mg/mL 的紫苏叶总三

萜母液。

2.4.2 菌悬液的制备 10种致病菌样本复苏后接种于

固体培养基（胰蛋白胨10 g/L、牛肉浸膏5 g/L、氯化钠10

g/L、琼脂20 g/L）上，27 ℃培养12～24 h。从平板上选取

已纯化的单个菌落，分别混悬于制备好的液体培养基

中，制成 10种浓度均为 1×106～1×108 CFU/mL 的菌悬

液，备用。

2.4.3 MIC和最低杀菌浓度（MBC）的测定 采用微量

二倍稀释法 [16]测定紫苏叶总三萜的 MIC 和 MBC。取

“2.4.1”项下的紫苏叶总三萜母液，经 0.22 μm微孔滤膜

滤过，用制备好的液体培养基（胰蛋白胨10 g/L、牛肉浸

膏5 g/L、氯化钠10 g/L）倍比稀释 9个梯度浓度后，依次

加入微量 MIC 测定板中，每孔 0.1 mL，再分别加入

“2.4.2”项下的10种菌悬液，每孔0.1 mL。每个菌种分别

设置阳性对照（孔中只加入菌悬液0.1 mL和液体培养基

0.1 mL）和阴性对照（孔中只加入液体培养基 0.2 mL）。

将微量 MIC 测定板置于 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h

后，观察结果，完全没有细菌生长时的最低药物浓度即

为MIC。从无细菌生长的各孔取样，分别涂布于无菌琼

脂平板培养基上，于 37 ℃培养 24 h后，观察结果，以平

板培养基上无细菌生长的最低药物浓度为MBC。抑菌

试验结果见表4。

由表 4可知，紫苏叶总三萜对 10种常见致病菌的

MIC范围为 0.48～15.50 mg/mL，MBC≥0.97 mg/mL，整

体抑菌作用较强，且抗菌谱广；尤其是对大肠杆菌

（ATCC 25922）、金黄色葡萄球菌（ATCC 29213）和铜绿

假单胞菌（ATCC 27853）的抑菌作用最强。

3 讨论
本研究采用响应面法分析得到紫苏叶总三萜的最

优提取工艺为：料液比1 ∶30，乙醇体积分数85％，超声时

图2 各因素对紫苏叶总三萜提取量影响的响应面和等

高线图

Fig 2 Response surface and contour plots for the

effects of each factor on extraction amount of

the yield of TPL
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间65 min，超声温度75 ℃。此条件下得到的紫苏叶总三

萜提取量为 37.90 mg/g，验证试验结果显示以上值与理

论预测值（38.40 mg/g）的一致性良好，提示该方法优化

所得的紫苏叶总三萜的提取工敢稳定、可行，可为紫苏

叶总三萜的工业化生产提供指导。

本研究还考察了紫苏叶总三萜对10种常见致病菌的

抑菌作用。有研究认为，植物单体化合物或粗提物MIC

分别低于1、8 mg/mL时，可认为其有潜在的治疗价值[16]。

本研究结果显示，紫苏叶总三萜对其中 8种致病菌的

MIC为 0.48～7.75 mg/mL，提示其可作为潜在的天然广

谱抗菌药物加以开发。此外，革兰氏阴性菌与阳性菌形

态不同，现有的抗阳性菌植物药种类较多，而抗阴性菌

植物药种类较少[17-18]。紫苏叶总三萜对革兰氏阴性菌和

阳性菌表现出的抗菌作用相当，有助于丰富抗阴性菌植

物药种类。但本研究仍存在一定的局限性，如未确定三

萜类化合物的具体种类和成分，且未对其体内抗菌作用

进行评价，故后续研究将持续进行。
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表4 紫苏叶总三萜对10种常见致病菌的抑菌试验结果

Tab 4 Results of antimicrobial tests for the effects of

TPL on 10 kinds of common pathogens

菌种
大肠杆菌（ATCC 25922）
金黄色葡萄球菌（ATCC 29213）
铜绿假单胞菌（ATCC 27853）
化脓性链球菌（ATCC 19615）
肺炎链球菌（ATCC 49619）
肺炎克雷伯菌（ATCC 700603）
粪肠球菌
鼠伤寒沙门氏菌（ATCC 13311）
嗜麦芽窄食单胞菌
都柏林沙门氏菌

革兰氏染色
阴性
阳性
阴性
阳性
阳性
阴性
阳性
阴性
阴性
阴性

MIC，mg/mL

0.48
0.97
0.97
1.94
1.94
3.88
3.88
7.75

15.50
15.50

MBC，mg/mL

0.97
1.94
0.97
3.88
3.88
3.88
7.75

15.50
＞15.50
＞15.50

··2197




